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ABSTRAKT 
S rozvojem terapeutických metod v lékařství, jako jsou DNA vakcíny a genová terapie, se 
zvyšuje poptávka po nových postupech izolace a purifikace vysoce čisté plazmidové DNA. 
Nejčastěji využívanými metodami purifikace plazmidové DNA jsou metody 
chromatografické. V experimentální části byla provedena izolace plazmidové DNA pUC 19 
metodou alkalické lýze. A následně byla provedena purifikace plazmidové DNA agarózovou 
gelovou elektroforézou a kapalinovou chromatografií.  
ABSTRACT 
With the development of therapeutic methods in medicine, like are DNA vaccines and 
gene therapy increases demand for new processes for the isolation and purification highly 
pure plasmid DNA. Most often used methods of purification plasmid DNA are 
chromatographic methods. In experimental part of this thesis was performed isolation of 
plasmid pUC-19 DNA plasmid via alkalyne lysis. And purification of plasmid was performed 
by liquid chromatography and agarose gel electrophoresis. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
plazmid, DNA, izolace, purifikace, gelová elektroforéza, kapalinová chromatografie, 
alkalická lýze  
KEY WORDS 
plasmid, DNA, izolation, purification, gel electrophoresis, liquid chromatography, alkalyne 
lysis  
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1 ÚVOD 
Z důvodu nejrůznějších aplikací v moderních biotechnologiích se zvyšuje poptávka po 
postupech izolace plazmidové DNA (pDNA) v laboratorním i průmyslovém měřítku. Souvisí 
s tím i nejnovější vývoj v terapeutických postupech, jako jsou DNA vakcinace a genová 
terapie.  DNA vakcíny, prováděné vstříknutím geneticky upravené DNA do organismu, 
mohou poskytnout imunitu proti různým chorobám (např. malárie); genová terapie spoléhá na 
zavedení jednoho nebo více funkčních genů s cílem zabránit nebo vyléčit genetické vady 
(např. cystická fibróza). Ačkoliv geny při genové terapii mohou být transportovány několika 
typy vektorů, jako nejbezpečnější a nejjednodušší z hlediska použití a výroby ve větším 
měřítku byly shledány vektory využívající plazmidové DNA (pDNA). Používání vektorů 
pDNA zvýšilo potřebu přípravy velkého množství vysoce čisté pDNA a také urychlilo vývoj 
nových postupů izolace a purifikace pDNA. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Plazmidy  
Plazmidová DNA (pDNA) se vyskytuje v buňkách bakterií a replikuje se nezávisle na 
chromozomu hostitelské buňky. Jedná se o dvouvláknové extrachromozomální molekuly. 
Každé vlákno je lineárním polymerem spojeným fosfodiestrovými vazbami [1]. 
S chemického hlediska jsou chromozomální a plazmidová DNA tvořeny nukleotidy, které se 
skládají ze zbytku kyseliny fosforečné, cukru deoxyribózy a z dusíkatých purinových (adenin 
a guanin) a pyrimidinových (cytosin a thymin) bází. Jak chromozomy bakteriálních buněk, 
tak i většina plazmidů je kruhově uzavřena. To znamená, že konce obou vláken jsou 
kovalentně spojeny v jeden celek. Jednotlivé plazmidy se mezi sebou liší velikostí: nejmenší 
plazmid je velký 846 bp a obsahuje pouze jediný gen; některé velké plazmidy nesou přes 500 
genů. Plazmidy mají dvě významné vlastnosti, schopnost se samostatně replikovat 
(autonomní replikace) a dále rozdělit se do dceřiných buněk po buněčném dělení. Autonomní 
replikace v bakteriální buňce je základním předpokladem pro využití plazmidů pro namnožení 
požadovaného úseku DNA. Hostitelská buňka je vybavena veškerým aparátem pro replikaci 
DNA, ale genetická informace počátku replikace (ori) je poskytnuta plazminem. Některé 
plazmidy se však do chromozomální DNA včleňují a replikují se společně s ní. Ty se 
nazývají konjugativní plazmidy. Plazmidy se volně nevznáší v cytoplazmě, ale jsou vázány na 
membránu [2].  Přeneseny přirozeným způsobem mohou být pouze plazmidy, které mají geny 
pro vlastní přenos [1]. Plazmidy se liší od chromozomů i tím, že kódují geny, které nejsou 
podstatné pro přežití buňky. Nepřítomnost plazmidu v buňce tedy nezapříčiní uhynutí 
bakterie, ale jejich přítomnost přináší často výhody pro bakteriální buňku [2] - například 
rezistence proti antibiotikům, schopnost degradace toxických organických látek [3]. V buňce 
může být větší počet různých druhů plazmidů [1]. 
Uměle připravené plazmidové vektory mají rozsáhlé biotechnologické využití. Klasickými 
klonovacími vektory jsou uměle konstruované plazmidy pUC18, pUC19 a pBR322. Ukázka 
uměle připraveného plazmidu pUC19 je zobrazena na Obrázku č. 1. Velmi častým hostitelem 
plazmidových vektorů jsou buňky Escherichia coli [5]. 
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Obrázek č.1 plazmid pUC 19 2686 bp [4] 
2.1.1 Formy pDNA 
Plazmidová DNA se vyskytuje v několika formách - nadšroubovicová, kovalentně 
uzavřená kružnice (ccc – covalently closed circular) otevřená kružnice (oc – open circular) a 
lineární [5]. Přirozenou formou pDNA je kovalentně uzavřená kružnice. Další formy vznikají 
štěpením této formy. Forma v jaké se plazmid nachází, hraje zásadní roli v regulaci genové 
exprese. Na experimentech s prokaryotickými buňkami bylo prokázáno, že forma DNA silně 
ovlivňuje genovou rekombinaci, transkripci a replikaci. Experimentálně bylo zjištěno, že 
kovalentně uzavřená kružnice je nejvhodnější a nejefektivnější forma pDNA  pro přenos 
genetické informace a regulaci genové exprese. Naopak lineární forma pDNA se téměř 
nevyužívá z důvodu zvýšeného rizika nežádoucí rekombinace [6]. 
2.1.2 Druhy plazmidů 
Podle vlastností lze plazmidy rozdělit do několika druhů: 
R-plazmidy dokáži v hostitelských buňkách podnítit rezistenci na těžké kovy či antibiotika. 
Colplazmidy v buňce podmiňují tvorbu polypeptidových toxinů. 
F-plazmidy jsou to tzv. čisté plazmidy, protože s výjimkou replikačních a ferilitních genů 
neobsahují jiné geny. Pro jejich přenos je nutný bezprostřední kontakt mezi samčí a samičí 
buňkou. 
Virulentní plazmidy jsou zodpovědné za patogenitu a virulenci v hostitelské buňce. 
Posledním typem plazmidů jsou degradační plazmidy, které nesou geny kódující informace o 
enzymech, které zabezpečují rozklad cizorodých molekul [7]. 
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2.1.3 Replikace plazmidů 
DNA potřebná pro autonomní replikaci plazmidu (nebo chromozomu), se nazývá replikon. 
Replikace plazmidů vyžaduje přítomnost sekvence  oriV  a tři specifické proteiny. Existují 
dva obecné způsoby replikace. Theta replikace (tento způsob byl zjištěn u plazmidů gram 
negativních bakterií) a replikace plazmidů otáčející se kružnicí (nalezena u plazmidů gram 
negativních a některých gram pozitivních bakterií) [8]. 
2.2 Izolace a purifikace pDNA 
Izolace pDNA se sestává ze tří kroků - alkalická lýze buněk, následovaná různými 
kombinacemi izolačních technik (srážení, filtrace a chromatografická purifikace). 
Závěrečným krokem je purifikace. První krok zahrnuje kultivaci buněk organismu, lýzi buněk 
a separaci supernatantu od rozrušených buněčných stěn. V posledním kroku, vyčistí se 
plazmid a upraví jeho koncentrace. Ve výsledku se jedná o proces zakoncentrování a čištění 
kovalentně uzavřené kružnicové pDNA (tj. odstranění RNA, chromozomální DNA, 
nežádoucích forem pDNA, proteinů, solí apod.). U tohoto druhu procesu musíme dbát na 
přesnou práci, aby se zabránilo degradaci produktu a zajistila se maximální výsledná 
koncentrace aktivní formy plazmidu [9]. 
2.2.1 Alkalická lýze 
Izolace plazmidové DNA z buněk E. coli použitím alkalické lýze je založená na rozdílné 
denaturaci chromozomální a plazmidové DNA. Lyze buněk se provádí zvýšením pH pomocí 
hydroxidu sodného v SDS (sodiumdodecylsulfate – dodecylsíran sodný) [8]. V průběhu 
tohoto kroku se chromozomální DNA denaturuje a sráží. Většina chromozomální DNA a 
proteinových sraženin se nachází v komplexních sloučeninách s draslíkem a SDS, které se ze 
suspenze odstraní pomocí centrifugace. V tomto bodu se nesmí překročit pH 12,5, protože by 
došlo k denaturaci i pDNA. Molekuly plazmidové DNA, které jsou menší, zůstanou 
v rozvolněném stavu v roztoku. Po neutralizaci uskutečněnou octanem draselným se 
rozvolněná plazmidová DNA  renaturuje a chromosomální DNA zůstane ve sraženině.  Tento 
děj nastává díky vodíkovým můstkům pDNA, kdy některé z nich zůstávají i při procesu 
denaturace zachovány a umožní pak renaturaci pDNA [10]. Dále se pracuje pouze se 
supernatantem, který obsahuje pDNA. Jako u všech procesů izolace plazmidu, úspěch 
alkalické lýze závisí na použitém kmenu. Kmeny, které mají vysokou endonukleázovou 
aktivitu, jako je kmen E. coli  HB 101, k většímu výtěžku pDNA často potřebují další 
purifikaci fenolovou extrakcí nebo další vysrážení plazmidu. Nicméně, proces alkalické lýze 
je nejvíce využívanou metodou purifikace bez ohledu na použitý kmen [10]. 
2.2.2 Srážení pDNA a její čištění 
Ze supernatantu lze  pDNA  převést do malého objemu a současně zbavit řady příměsí 
srážením. Nejvíce využívanými srážecími činidly jsou ethanol a isopropanol za snížené 
teploty (-20 ºC). Ke srážení pDNA z lyzátu se používají i kationaktivní tenzidy, chlorid lithný 
a chlorid vápenatý [11]. Nejdůležitější je použít přesnou koncentraci srážecího činidla.  Při 
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jeho nízké koncentraci by byl dosažen velmi nízký výtěžek, protože by se vysráželo malé 
množství pDNA. Naopak při příliš vysoké koncentraci srážecího činidla by se nevysrážela 
pouze pDNA ale i další složky lyzátu. Ostatní nečistoty jako jsou zbytky RNA, 
chromozomální DNA, proteinů atd. se odstraňují pomocí enzymu RNázy A, srážením 
chloridem lithným, ultrafiltrací, extrakcí butanolem, mikrofiltrací nebo adsorpcí na pevné 
nosiče [12]. 
2.2.3 Chromatografická purifikace pDNA 
2.2.3.1 Všeobecné požadavky 
Výsledkem purifikace musí být produkt, který splňuje požadavky na kvalitu stanovené 
nebo doporučené regulačními agenturami. Konečný produkt pDNA by neměl obsahovat 
hostitelskou genomovou DNA (gDNA) (<0,05 µg/µg pDNA), proteiny (nedetegovatelné), 
RNA (nedetegovatelné) a endotoxiny (<0,1 EU/µg pDNA).  Více než 90 % pDNA by mělo 
být ve formě kovalentně uzavřené kružnice (ccc), protože tato izoforma je efektivnější při 
transferech spojených s genovou expresí než jiné formy pDNA [13]. Velmi důležité je 
odstranění endotoxinů, protože lipoglykany (druh endotoxinů), které se nachází v buněčné 
stěně bakterie E. coli, pokud jsou přítomny ve větším velkém množství mohou vyvolat 
symptomy pro toxický šok. Dále endotoxiny výrazně snižují efektivitu přenosu genů z buňky 
do buňky [14]. Cílem chromatografie je tedy odstranit doprovodné látky jako jsou RNA, 
proteiny, fragmenty gDNA, endotoxiny a také jiné formy pDNA než ccc [13]. 
2.2.3.2 Gelová chromatografie 
Principem gelové chromatografie (SEC – size-exlusion chromatography) je rozdělení 
složek na základě různých velikostí molekul nebo na základě rozdílné molekulové hmotnosti. 
Menší molekuly jsou zadržovány v pórech nosiče déle, naopak velké molekuly nejsou téměř 
zadržovány [15]. Dřívější experimenty purifikace pDNA touto technikou nepřinášely 
uspokojivé výsledky vzhledem k používání stacionárních fází, které nedokázaly rozdělit 
molekuly nukleových kyselin s vysokou molekulovou hmotností a komplexní konformací. 
Tato situace se změnila po zavedení vysoce porózních nosičů z polyakrylamidu a agarózy, 
které se staly nejužívanějšími stacionárními fázemi pro purifikace nukleových kyselin [16]. 
Gelová chromatografie je velmi využívanou technikou při purifikaci pDNA. Využívá se 
jako finální krok při  oddělení oc pDNA od ccc pDNA a ostatních nečistot (RNA, proteiny, 
endotoxiny) [17]. 
2.2.3.3 Slalomová chromatografie 
Slalomová chromatografie není typickou technikou používanou při purifikaci pDNA. 
Technika byla použita při separaci velikých fragmentů molekul DNA (>5 - 50 kbp).  Při 
separaci se používají  kolony pro gelovou nebo vysoce účinnou kapalinovou chromatografii. 
Jednotlivé složky eluují na rozdíl od gelové chromatografie s rostoucí molekulární velikostí 
[18]. 
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2.2.3.4 Ionexová chromatografie 
Ionexová chromatografie (AEC – anion-exchangechromatography) představuje jednu 
z nejužívanějších technik pro izolaci, purifikaci a kvantifikaci pDNA. Umožňuje rychlou 
separaci, není nutné používat organická rozpouštědla a k dispozici je široký výběr 
stacionárních fází [19]. 
Je založena na principu elektrostatické interakci polárních a nepolárních skupin nebo 
molekul s nábojem. V případě pDNA je založena na interakci mezi negativně nabitými 
fosfátovými skupinami v řetězci DNA a pozitivně nabitými ligandy stacionární fáze. 
Navzdory velmi podobnému složení nukleových kyselin a různých forem pDNA lze 
jednotlivé formy pDNA a nukleových kyselin od sebe oddělit. Vzhledem k různým 
konformacím, ve kterých se jednotlivé formy nacházejí, nastává různé rozmístění náboje 
v molekulách [20]. Retenční časy jsou tedy u jednotlivých forem pDNA různé. Molekuly, 
které mají otevřenou kruhovou pDNA mají hustotu náboje výrazně nižší než uzavřené formy 
pDNA. V důsledku toho dochází k separaci, protože otevřené kruhové a lineární pDNA mají 
velmi malou interakci se stacionární fází, což vede ke kratšímu retenčnímu času. Naproti 
tomu uzavřená kruhová pDNA má stabilní konformaci a díky tomu větší hustotu náboje - 
interakce mezi ccc pDNA a stacionární fází je větší a tím se prodlužuje i retenční čas [21]. 
Separace pDNA je ovlivněna i dalšími faktory jako pořadí bází a počet adenino-thyminových 
vazeb v nukleových kyselinách [20]. 
Při užití ionexové chromatografie k separaci pDNA by lyzát, který se použije pro separaci, 
měl mít dostatečně vysokou koncentraci solí (přibližně >0,5 M NaCl), aby z důvodu malého 
náboje nedošlo k adsorpci nečistot, jako jsou například nízkomolekulární RNA, 
oligonukleotidy a proteiny. Dalším omezením ionexové chromatografie na anexech je její 
nízká selektivita vůči jednotlivým molekulám s podobně vysokou hustotou náboje, jako je 
například genomová DNA a plazmidová DNA. Proto se tato technika často používá v 
tandemovém uspořádání, například s gelovou chromatografií [20]. 
V závislosti na různém uspořádaní ionexové chromatografie na anexech (použití různých 
stacionárních fází, podmínek (teploty) separace a různé koncentraci soli v lyzátu) byly touto 
technikou získány izoláty obsahující až 95 % ccc pDNA  [22]. 
2.2.3.4 Adsorpční chromatografie na hydroxyapatitu 
Tato technika je podobná ionexové chromatografii na anexech. Jako stacionární fáze se 
používá hydroxyapatit (HA) – Ca10(PO4)6(OH)2. Nukleové kyseliny se vážou na HA 
koordinační vazbou mezi fosfátovou skupinou z řetězce DNA a ionty vápníku na povrchu 
stacionární fáze. K eluci dochází se zvyšujícím se gradientem koncentrace fosfátu. Fosfátové 
ionty působí jako konkurenční činidlo pro vazebné místo stacionární fáze. Tato metoda je 
schopna velmi dobře oddělit většinu nečistot od pDNA.  Při eluci nukleových kyselin v HAC 
(hydroxyapatitová chromatografie) má silný vliv na retenci přítomnost močoviny.  Při 
vzrůstající koncentraci močoviny se rozdíl v rozlišení pDNA a RNA oproti eluci fosfátem 
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výrazně zvětšuje. Tento efekt nastává nejspíše z důvodu částečné denaturace nukleových 
kyselin močovinou. HAC je velmi užitečnou technikou i při dělení různých topoizomerů [23]. 
Značnou nevýhodou použití HAC při  purifikaci pDNA je ale skutečnost, že acetátové 
ionty které se využívají pro renaturaci pDNA po lýzi buněk, interagují s HAC a způsobují 
rozpouštění nosiče.  Tomuto problému se dá vyhnout odstraněním acetátových iontů. Toho 
lze docílit vysrážením, odsolením nebo dialýzou acetátových iontů [20]. Alternativně lze při 
lýze buněk octan draselný nahradit minerální kyselinou obsahující acetátové ionty 
v přítomnosti anorganické soli. Takto připravený acetátový pufr se následně odstraní mnohem 
snadněji, například srážením [24]. 
2.2.3.5 Kapalinová chromatografie s obrácenými fázemi 
Retenční čas nukleových kyselin v  kapalinové chromatografii s obrácenými fázemi 
(RPLC – reversed-phase liquid chromatography) je závislý na hydrofobních interakcích mezi 
hydrofobními bázemi DNA a hydrofobními skupinami stacionární fáze při použití polární 
mobilní fáze. Vázané molekuly jsou eluovány se zvyšující se jejich hydrofobností. 
Hydrofobnost je vlastnost, která je závislá na prostorové orientaci bází, délce řetězce a 
sekundární struktuře. Čím je řetězec nukleové kyseliny delší, tím je hydrofobnost větší a v 
závislosti na tom je i delší retenční čas této molekuly. Míra hydrofobnosti molekul je taktéž 
ovlivněna mírou výskytu A-T vazeb. V těchto oblastech, dochází k jednodušší denaturaci a 
k vytvoření jedno vláknových oblastí v rámci jedné molekuly. To vede k jednoduššímu 
přístupu hydrofobních bází a jednoduší hydrofobní interakci mezi molekulou DNA a 
stacionární fází. Důsledkem tohoto jevu jsou jedno vláknové oligonukleotidy vázány těsněji 
na stacionární fázi, než dvou vláknové částice o stejné velikosti. Prostorová orientace 
hydrofobních bází také vysvětluje delší retenční čas pro částečně denaturovanou DNA 
molekulu [20]. 
2.2.3.6 Hydrofobní interakční chromatografie 
Princip hydrofobní interakční chromatografie HIC (HIC – Hydrophobic interaction 
chromatography) je založený na reverzibilní interakcích imobilizovaných hydrofobních 
skupin stacionární fáze s nepolárními oblastmi separovaných molekul v prostředí, ve kterém 
nedochází k denaturaci DNA. Purifikace pDNA HIC je založena na rozdílech v hydrofobnosti 
mezi pDNA, jedno vláknovými nukleovými kyselinami a endotoxiny. Touto metodou lze 
oddělit ccc pDNA od více hydrofobních nečistot nukleových kyselin (RNA, gDNA, 
oligonukleotidy a denaturovaná pDNA). V přítomnosti 1,5 M síranu amonného je pDNA 
eluována v mrtvém objemu. Ostatní nečistoty nukleových kyselin jsou eluovány později. Toto 
chováni je vysvětleno tím faktem, že molekuly pDNA mají hydrofobní báze zabaleny a 
chráněny uvnitř dvojšroubovice. Proto je interakce hydrofobních částí s HIC stacionární fází 
minimální. Tato technika je vhodná jako jeden z kroků purifikace pDNA, který by měl být 
spojen s ionexovou chromatografií nebo gelovou chromatografií [25]. 
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2.2.3.7 Afinitní chromatografie 
Afinitní chromatografie je založena na afinitních interakcích mezi pDNA a dalšími 
molekulami přítomnými ve vzorku (nečistotami) se specifickými ligandy imobilizovanými na 
stacionární fázi. Tato technika je unikátní purifikační metodou, neboť jako jediná dokáže 
rozdělit biomolekuly na základě jejich biologické funkce nebo individuální chemické 
struktury. Tato metoda byla použita k separaci aktivních biomolekul od denaturovaných nebo 
funkčně odlišných forem DNA [26]. 
Do afinitní chromatografie patří i metoda triple-helix afinitní chromatografie. Tato metoda 
je založena na tvorbě tříšroubovité molekuly, vzniklé mezi oligonukleotidy kovalentně 
vázanými na stacionární fázi a specifické dvojité sekvenci v pDNA.  Při interakci dojde 
k vytvoření TA-T triplexu a CG-C* triplexu (cytosin je protonovaný) - takto může dojít 
k uvedené konformaci vodíkových vazeb. Triplexy vznikají pouze v kyselém prostředí, proto 
může dojít k protonaci cytosinem. Separace zachycených molekul DNA následně probíhá 
promytím stacionární fáze alkalickým pufrem, který rozruší vodíkové vazby v triplexech. 
Nevýhodou této techniky je pomalé vytváření trojšroubovice [20]. 
2.2.3.8 Problémy při použití chromatografických technik izolace pDNA 
Separace a purifikace pDNA pomocí chromatografických metod má řadu omezení, které 
jsou spojeny se strukturou použité stacionární fáze. Nedostatečná selektivita a koeluce 
doprovodných látek vyplývají z fyzikálně-chemické podobnosti mezi nečistotami a pDNA. 
Tento problém lze řešit redukcí obsahu příměsí (doprovodných látek) nanášených na 
chromatografickou kolonu společně s pDNA, použitím několika operací (filtrace, vysoké 
teploty (asi 70 °C), srážení, použití enzymu RNáza A apod.), které by je odstranily [27]. 
Vysoká viskozita roztoku je způsobena vysokou koncentrací pDNA a nečistot 
doprovázející nukleové kyseliny [27]. Například, viskozita alkalického lyzátu dosahuje 
hodnot mezi 15 – 60 MPa, v závislosti na smykové rychlosti [28]. Při chromatografii 
v běžném režimu, vysoce viskózní látka může přejít do vysokotlakých kapek a následně může 
dojít k neprůchodnosti kolony. Tento problém se řeší zředěním nástřiku vzorku do kolony 
nebo vyhnutím se používání krátkých chromatografických kolon [27]. 
V roztocích je difuzní koeficient pDNA  menší ve srovnání s proteiny. To není způsobeno 
pouze rozdíly mezi hmotnostmi pDNA a většinou proteinů, ale také rozdíly ve velikosti a 
struktuře. Zatímco většina proteinů je globulárních o velikosti 2 -10 nm, tak plazmidy jsou 
velmi malé (<0,2 µm). Difuzní koeficient u ccc pDNA je řádově 10-8 cm2/s; u proteinů 
s ekvivalentní velikostí je o jeden řád vyšší [24]. V chromatografii nízké hodnoty difuzního 
koeficientu představují velký problém kvůli nízkému internímu přenosu hmoty. Póry většiny 
stacionárních fází totiž nejsou navrženy k práci s tak velkými makromolekulami. Limitace 
interního přenosu hmoty má za následek široké píky.  Tento problém se dá vyřešit snížením 
průtoku mobilní fáze, což ale vede k prodloužení celkové doby separace [29]. 
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2.2.4 Ostatní separační techniky 
2.2.4.1 Gelová elektroforéza v agarózovém gelu 
Principem metody je pohyb molekul DNA, které jsou záporně nabity, ve stejnosměrném 
elektrickém poli směrem k anodě. Gelovou elektroforézou se separují molekuly DNA na 
základě rozdílných rychlostí pohybu molekul DNA v agarózovém gelu, které jsou nepřímo 
úměrné velikosti molekuly DNA [30]. 
Nejužívanějšími gely (nosiči) pro separaci nukleových kyselin jsou agaróza a 
polyakrylamid [16]. Agaróza je lineární polysacharid, jehož základní strukturní jednotka je 
složena z D-galaktózy a 3,6-anhydro-L-galaktózy. Polyakrylamidový gel vzniká polymerací 
akrylamidu s příměsí N,N´-metylenbisakrylamidu, který umožňuje zesíťování lineárních 
vláken a vytvoření prostorové struktury [16]. 
Při purifikaci se pDNA může rozdělit na tři formy: kovalentně uzavřenou kružnici (ccc), 
otevřenou kružnicovou formu (oc) a lineární [4]. Ukázka rozlišení jednotlivých forem 
plazmidové DNA pBR322 je uvedena n a Obrázku č. 2. Nejrychleji migruje ccc forma, 
nejpomaleji oc forma. Linearní forma migruje mezi nimi [5]. 
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Obrázek č. 2. Agarosová gelová elektroforéza pBR322 [31] 
2.2.4.2 Separace pDNA pomocí dvoufázových systémů 
Velmi využívanou technikou pro separaci složek je extrakce, rozdělení látek mezi dvě 
nemísitelné složky. Biomakromolekuly (včetně pDNA) jsou v běžně používaných 
organických rozpouštědlech nerozpustné a nestabilní, proto je nelze těmito činidly extrahovat. 
Pro extrakci biomakromolekul se využívají dvoufázové systémy, které jsou připraveny 
přídavkem dvou hydrofilních polymerů do vodného roztoku nebo přídavkem jednoho 
polymeru do vodného roztoku vhodné soli. Při použití vhodných koncentrací vzniknou dvě 
nemísitelné složky, v nichž bude zastoupena voda, čímž se zajistí prostředí příznivé pro 
biomakromolekuly. Nejčastěji používanými polymery používanými dvoufázovými systémy 
jsou polyethylenglykol s dextranem [32]. 
Faktory, které ovlivňují, separaci pDNA  u dvoufázových vodných systémů jsou velikost 
separovaných molekul, jejich náboj, hydrofobnost, složení dvoufázového systému a 
koncentrace jednotlivých složek v něm. V jaké fázi se bude nacházet pDNA závisí na 
podmínkách separace. Nukleové kyseliny, jakožto hydrofilní látky, přecházejí nejčastěji do 
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dolní fáze, zatímco proteiny, které obsahují polární i nepolární skupiny, extrahují, jak do 
horní PEG fáze, tak do dolní hydrofilní fáze.  Tato metoda izolace pDNA je vysoce efektivní, 
výhodná z ekonomického hlediska a umožňuje izolovat velká množství pDNA [33].  
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem teoretické části bakalářské práce bylo vypracovat přehled literatury o 
chromatografických (případně dalších) separačních metodách používaných při izolaci a 
purifikaci plazmidové DNA. 
Cílem experimentální části byla izolace plazmidové DNA metodou alkalické lýze a její 
následná separace a purifikace pomocí agarózové gelové elektroforézy a kapalinové 
chromatografie.
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité mikroorganismy a chemikálie 
4.1.1 Použité mikroorganismy 
- V práci byly použity kmeny Escherichia coli JM 109 a Escherichia coli JM 109 (pUC 19), 
které byly získány od doc. RNDr. A. Španové, CSc. 
4.1.2 Použité chemikálie 
- hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
- chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
- kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 
- ethanol (Penta, Chrudim, ČR) 
- kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA) (Penta, Chrudim ČR) 
- Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Penta, Chrudim ČR) 
- octan draselný (Lachema, Brno, ČR) 
- lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 
- nanášecí pufr (BioLabs, Ipswich, ČR) 
- kyselina boritá (Penta, Chrudim, ČR) 
- agaróza na elektroforézu DNA (Top-bio, Praha, ČR) 
- GoldView (Genetech, Hydebarad, Indie) 
- kolona Biospher GMB 10 000 (10 μm,  250 mm x 8 mm) (Labio, Praha, ČR) 
- kolona Tessek Separon Hema Bio 1 000 (10 μm,  250 mm x 8 mm) (Tessek, Praha, ČR) 
Další běžné chemikálie byly z komerční sítě v kvalitě p.a. 
4.1.3 Roztoky 
4.1.3.1 Roztoky na lýzi buněk a izolaci DNA 
Roztoky byly připravovány podle skript Španové a Ritticha [5]. Ředění roztoků bylo 
prováděno sterilní destilovanou vodou. 
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- roztok GLC s lysozymem – 25 µl 50 mM glukózy, 10 µl 10 mM EDTA (pH 8,0), 12,5 µl 
25 mM Tris-HCl (pH 8,0), destilovaná voda 425,5 µl, lysozym se přidá těsně před použitím, 
aby jeho výsledná koncentrace v roztoku byla 2 mg/ml. 
- roztok LYZ – 100 µl 2 M NaOH, 25 µl 10 % SDS, 375 µl destilovaná voda 
- roztok SDS (20 %) – 20 g dodecyl sulfátu sodného (SDS) se rozpustí v 80 ml destilované 
vody při zahřívání na teplotu 68 °C, koncentrovanou HCl se upraví pH na 7,0, roztok se 
doplní destilovanou vodou na 100 ml 
- roztok HS – 60 ml 5 M octan draselný, 40 ml kyselina octová (p.a.), výsledné pH je 4,8 
- TE pufr – 1 ml (pH 8,0) 1 M Tris-HCl, 0,2 ml (pH 8,0) 0,5 M EDTA, roztok se doplní na 
objem 100 ml destilovanou vodou 
- 1 M Tris-HCl – 12,1 g Tris-HCl se rozpustí v 80 ml destilované vody a pomocí 
koncentrované HCl se pH upraví na 8,0 
- 0,5 M EDTA – 18,6 g EDTA se rozpustí v 80 ml destilované vody a pH se upraví 
přidáním 2 g hydroxidu sodného 
4.1.3.2 Roztoky na elektroforézu v agarózovém gelu 
- agarózový gel (1%) – 0,33 g agarózy se smíchá s 33 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru 
- TE pufr – 1 ml (pH 8,0) 1 M Tris-HCl, 0,2 ml (pH 8,0) 0,5 M EDTA, roztok se doplní na 
objem 100 ml destilovanou vodou 
- TBE pufr (5x koncentrovaný) – 54 g Tris-báze, 27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5 M 
EDTA; navážka se rozpustí v 600 ml destilované vody, roztok se následně doplní 
destilovanou vodou na objem menší než 1 l, pH se upraví pomocí 1 M NaOH na hodnotu 8,0 
a konečný objem se doplní na 1 l destilovanou vodou, před použitím se roztok zředí 10x 
destilovanou vodou na koncentraci 0,5x TBE 
- nanášecí pufr (6x koncentrovaný) – 4mg bromfenolové modři, 250 mg Ficcol 400 
4.1.3.3 Roztoky RNázy A 
- volná RNáza A – navážka RNázy A byla rozpuštěna v 15 mM Tris-HCl (ph 7,8) a 15 
mM NaCl, tak aby výsledná koncentrace RNázy A v roztoku byla 10 µg/µl. K pDNA, 
rozpuštěné ve 100 µl TE pufru, bylo přidáno ze zásobního roztoku 50 µl roztoku RNázy A, 
směs byla promíchána a nechala se inkubovat po dobu 1 h v termostatu při 37 °C, tento 
postup nesloužil k přímému odstranění RNA, ale jejímu štěpení na malé fragmenty 
- imobilizovaná RNáza A – k pDNA, rozpuštěné ve 100 µl TE pufru, bylo přidáno 150 µl 
imobilizované RNázy A, směs se nechala inkubovat 3 h v termostatu při teplotě 37 °C. 
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4.1.3.4 Mobilní fáze pro separaci plazmidové DNA kapalinovou chromatografií 
- pufr I – 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,8 
4.2 Média pro kultivaci buněk 
- LB agar – do 1 l LB média bylo přidáno 12 g agaru a směs byla sterilizována při teplotě 
121 °C po dobu 20 minut 
- ampicilin (100 mg/ml) 
4.3 Přístroje 
- centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, SRN) 
- laboratorní váhy OHAUS CA 200 (Ohaus, New Yersey, USA) 
- mikrovlnná trouba SMW 2320 (Sencor, ČR) 
- spektrofotometr NanoPhotometer (Implen, Mnichov, SRN) 
- zdroj elektrického napětí Enduro 300 V (Labnet Int., Woodbridge, USA) 
- transluminátor Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA) 
- UV detektor (254 nm) LKB Bromma 2510 UVICORD SD (LKB Bromma, Sollentuna, 
Švédsko) 
- zapisovač Line recorder TZ 4200 (Laboratorní přístroje Praha, ČR) 
- zásobník a dávkovač mobilní fáze High Pressure Pump HPP 5001 (Laboratorní přístroje 
Praha, ČR) 
- mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 μl (Varšava, Polsko) 
- bežné laboratorní sklo, umělohmotný laboratorní materiál a pomůcky 
4.4 Metody 
4.4.1 Kultivace bakteriálních buněk kmenů Escherichia Coli JM 109 a Escherichia Coli 
JM 109 (pUC19), ověření přítomnosti plazmidů v buňkách a křížové roztěry 
     Pro ověření, zda se plazmid nachází v buňkách bakterií, byly přichystány dvě kultury 
buněk. První Escherichia coli JM 109 bez plazmidu a druhá Escherichia coli JM 109(pUC19) 
obsahující plazmid. Kultivace obou kultur bakterií proběhla, jak na Petriho miskách, tak 
v tekutém médiu. Kultivace do tekutého média probíhala podle následujícího postupu: 
Do 4 Erlenmayerových baněk o obsahu 100 ml bylo napipetováno 10 ml tekutého média. 
Do dvou ze čtyř Erlenmayerových baněk bylo přidáno 5 µl zásobního roztoku s ampicilinem 
o koncentraci 100 mg/ml. Obě kultury byly očkovány v množství 0,1 ml tak, že každá kultura 
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byla očkována do jednoho tekutého média s antibiotikem (ampicilinem) a do druhého 
tekutého média bez antibiotika. Kultivace obou kultur Escherichia coli na pevné médium 
proběhla následovně. Bylo připraveno 7 Petriho misek LB média s ampicilinem. Petriho 
misky byly přelity rozehřátým a promíchaným LB médiem o objemu 150 ml, do kterého bylo 
přidáno 75 µl ampicilinu. Do 4 Petriho misek s LB médiem a ampicilinem byla křížovým 
roztěrem nanesena bakterie Escherichia coli JM 109 (pUC19) a do třech Petriho misek byla 
křížovým roztěrem nanesena bakterie Escherichia coli JM 109. Dalších 7 Petriho misek bylo 
přelito rozehřátým a promíchaným LB médiem bez ampicilinu. Stejně jako u Petriho misek 
s LB médiem a ampicilinem byla do čtyř křížovým roztěrem nanesena kultura bakterie 
Escherichia coli JM 109 (pUC 19) a do třech byla nanesena křížovým roztěrem kultura 
bakterie Escherichia coli JM 109. Všechny kultury, jak na pevném médiu, tak v tekutém 
médiu, se nechaly kultivovat v termostatu nastaveném na 37 °C po dobu 24 hodin. Po 
uplynutí 24 hodin byly pozorovány výsledky. 
4.4.2 Izolace plazmidové DNA (pUC 19) 
Plazmidová DNA byla izolovaná z tekuté kultury Escherichia coli JM 109 (pUC19), která 
narostla přes noc v termostatu nastaveném na teplotu 37 °C. Plazmidová DNA byla izolována 
v 8 opakováních. Do 200 µl vody bylo v Eppendorfově zkumavce přidáno 1,5 ml tekuté 
bakteriální kultury, která byla poté centrifugována při 10 000 ot/min po dobu tří minut. 
Jedním převrácením zkumavky byl odlit supernatant. K sedimentu bylo přidáno 100 µl 
roztoku GLC s lysozymem (lysozym byl přidán do roztoku těsně, před použitím jeho 
výsledná koncentrace byla 0,2 mg/ml). Směs se roztřepe a nechá se inkubovat 5 minut při 
laboratorní teplotě (tímto krokem docházelo k narušení buněčných stěn). Byla připravena 
lázeň o teplotě 0 °C (směs vody a ledu). Ke směsi bylo přidáno 150 µl roztoku LYZ, který 
obsahuje NaOH a vše bylo promícháno. Směs se inkubovala přesně 5 minut, čas byl měřen 
stopkami a byl přesně dodržen. Přidáním roztoku LYZ došlo k denaturaci DNA působením 
alkalického prostředí roztoku LYZ. Ke směsi bylo přidáno 150 µl HS, obsahující octan 
draselný, směs se šetrně pětkrát promíchala převrácením. Vzorek se stal velmi viskózním a 
byl inkubován po dobu 15 minut při teplotě 0 °C, tímto krokem bylo neutralizováno pH směsi 
a došlo k renaturaci pDNA. Směs byla centrifugována při 15 000 ot/min po dobu 5 minut. 
Dále se pracovalo se supernatantem, který obsahoval plazmidovou DNA. Supernatant se 
pomocí špičky opatrně převedl do čisté Eppendorfovy zkumavky. K supernatantu bylo 
přidáno 900 µl ethanolu, směs byla promíchána a inkubována 15 minut při -20 °C. Směs byla 
centrifugována při 15 000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatant byl šetrně vylit jedním 
převrácením Eppendorfovy zkumavky a zbytky roztoku stékajícího po stěnách zkumavky se 
vysušily pomocí filtračních papírů. Sediment byl vysušen v exikátoru a rozpuštěn ve 100 µl 
TE pufru, který byl přidán k sedimentu ve dvou krocích. V prvním bylo k sedimentu přilito 20 
µl a v druhém bylo dolito zbývajících 80 µl pufru. 
4.4.3 Gelová elektroforéza plazmidu pUC 19 na agarózovém gelu 
Byl připraven 1% gel agarózy smícháním 0,33 g agarózy s 33 ml TBE pufru 
v Erlenmayerově baňce. Směs byla promíchána a povařena 5x v mikrovlnné troubě až do 
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úplného rozpuštění agarózy a vzniku čirého roztoku. Ke směsi bylo přidáno barvivo 
GoldView v množství 1 µl. Směs gelu byla nalita do předem připravené vaničky na 
elektroforézu s vloženým hřebínkem a nechala se ztuhnout při laboratorní teplotě po dobu 30 
minut na rovné podložce. Po zatuhnutí gelu byl opatrně vyjmut hřebínek a do takto vzniklých 
jamek byly postupně napipetovány vzorky pDNA s vodou v různém poměru při stálém 
objemu nanášeného vzorku. 
Tabulka č. 1 Schéma nanášení vzorků na gel  
Běh DNA [µl] H2O [µl] Nanášecí pufr [µl] 
1. 1 14 3 
2. 3 12 3 
3. 5 10 3 
4. 1 14 3 
5. 3 12 3 
6. 5 10 3 
 
Gel byl vložen do elektroforetické vaničky a zalit TBE pufrem (0,5 x koncentrovaný) tak, 
že hladina pufru byla nad gelem (celý gel byl ponořen). Elektroforetická vanička byla 
zapojena na zdroj elektrického napětí a elektroforéza probíhala při 60 V po dobu 1,5 hodiny. 
Po ukončení byl gel opláchnut vodou a vložen do misky s roztokem ethidium bromidu. 
Roztok ethidium bromidu byl připraven smícháním 500 ml vody a 10 µl ethidium bromidu. 
Gel byl z misky vytažen po 30 minutách a položený na transluminátor, na kterém byl gel 
pozorovaný při vlnové délce λ = 305 nm. Výsledky byly zdokumentovány pomocí foťáku na 
mobilním telefonu.  
Po přidání volné a imobilizované RNázy A k vzorku pDNA, byl připraven gel stejným 
postupem. Do jednotlivých jamek byly naneseny vzorky podle následujícího postupu: 
Tabulka č. 2 Schéma dávkováni RNázy A (všechny objemy v µl) 
Běh DNA RNáza A 
volná 
Rnáza A 
imobilizovaná 
TE pufr Nanášecí 
pufr 
1. 1 - - 14 3 
2. 1 - - 14 3 
3. 1 1 - 13 3 
4. 1 3 - 11 3 
5. 1 - 1 13 3 
6. 1 - 3 11 3 
4.4.4 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty pDNA 
Izolované vzorky byly pipetovány do kyvet a přikryty uzávěrem, s požadovaným lid 
faktorem a nanofotometr byl nastaven podle pokynů výrobce. Bylo změřeno spektrum 
v rozmezí 220 – 320 nm, kdy maximum bylo zaznamenáváno při 260 nm. Jako slepý vzorek 
byl použit TE pufr. Čistota pDNA byla vypočtena z poměru hodnot A260nm/A280nm. 
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4.4.5 Purifikace pDNA kapalinovou chromatografií kolonou Biospher 
Zásobník mobilní fáze byl naplněn pufrem I (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,8) a 
kolona byla postupně promývána touto mobilní fází. Do dávkovače při průtoku mobilní fáze 2 
ml/min byly postupně nastříknuto 10 µl vzorku pDNA, pDNA po ošetření volnou RNázou A 
a pDNA po ošetření imobilizovanou RNázou A. Výsledky ve změně absorbance, změřené 
pomocí UV detektoru, byly zaznamenávány zapisovačem ve formě chromatogramů. Rychlost 
posuvu papíru byla 0,25 mm/s; citlivost zapisovače 0,5. Po proměření všech vzorků byl 
průtok mobilní fáze zvýšen na 4 ml/min a do dávkovače bylo postupně nadávkováno pomocí 
dávkovací stříkačky 10 µl vzorku jako v případě průtoku mobilní fáze 2 ml/min. Výsledky 
byly opět zaznamenány ve formě chromatogramu. 
4.4.6 Purifikace pDNA kapalinovou chromatografií kolonou Tessek 
Zásobník mobilní fáze byl naplněn pufrem I (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,8) a 
kolona byla postupně promývána touto mobilní fází. Do dávkovače při průtoku mobilní fáze 2 
ml/min byly postupně nastříknuto 10 µl vzorku pDNA, pDNA ošetřená volnou RNázou A a 
pDNA ošetřená imobilizovanou RNázou A. Výsledky ve změně absorbance, změřené pomocí 
UV detektoru, byly zaznamenávány zapisovačem ve formě chromatogramů. Rychlost posuvu 
papíru byla 0,25 mm/s; citlivost zapisovače 0,5. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Ověření přítomnosti plazmidu pUC 19 v kolonii buněk E. coli JM 109 a E. coli JM 
109 (pUC 19) 
Na připraveném LB médiu s ampicilinem a bez ampicilinu byly kultivované buňky 
Escherichia coli JM 109 a Escherichia coli JM 109 (pUC 19) k ověření zda v kultuře 
Escherichia coli JM 109 (pUC 19) je přítomen plazmid. Ověření bylo vyhodnoceno, podle 
růstu kolonií na pevném médiu a vzniku zákalu v tekutém živném médiu, výsledky jsou 
shrnuty v Tabulce č. 3 a na Obrázcích 3 – 6. 
Tabulka č. 3 Ověření přítomnosti plazmidu v buňkách 
Kultura LB médium + 
ampicilin 
LB médium LB agar + 
ampicilin 
LB agar 
E. coli JM 109 - + - + 
E.coli JM 109 (pUC19) + + + + 
Pozn.:   + znamená zaznamenaný zákal nebo růst kolonií 
  -  znamená bez zákalu média nebo nepozorovaný růst kolonií 
 
 
Obrázek č. 3 LB agar + ampicilin kultura E. coli JM 109 
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Obrázek č. 4 LB agar + ampicilin kultura E. coli JM 109 (pUC 19) 
 
 
Obrázek č. 5 LB agar kultura E. coli JM 109  
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Obrázek č. 6 LB agar kultura E. coli JM 109 (pUC 19) 
5.2 Izolace a gelová elektroforéza pDNA 
Z 1 ml kultury E. coli JM 109 (pUC 19) byl izolován plazmid pUC 19 metodou alkalycké 
lýze a to v osmi opakováních podle postupu uvedeného v kapitole (4.4.2). 
Pomocí gelové elektroforézy byla ověřována izolace pDNA, to můžeme vidět na Obrázku 
č. 7, jednotlivé běhy jsou označeny čísly podle Tabulky č. 1 v kapitole (4.4.3).  
                   1.  2. 3. 4.      5.       6. 
 
Obrázek č. 7 Gelová elektroforéza pDNA 
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Na gelu byla detegována plazmidová DNA ve dvou formách a RNA. 
5.3 Gelová elektroforéza pDNA po ošetření vzorku roztokem RNázy A 
Pomocí gelové elektroforézy bylo ověřeno zda RNáza A štěpí RNA, výsledek je uveden na 
Obrázku č. 8, jednotlivé běhy jsou očíslovány podle Tabulky č. 2 v kapitole (4.4.3). 
   6.     5.       4.     3.     2.     1.  
 
Obrázek č. 8 Gelová elektroforéza pDNA po ošetření RNázou 
5.4 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty pDNA 
Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace (Tabulka č. 4) a čistota pDNA (ve třech 
opakováních), která byla vypočítána z poměru hodnoty absorbancí při vlnových délkách λ = 
260 nm a λ = 280 nm, viz Tabulka č. 5, i s vyhodnocením zda se jedná o znečištění pDNA 
proteiny nebo RNA. Když je poměr A260nm / A280nm < 1,8, jedná se o znečištění proteiny, když 
je poměr A260nm / A280nm > 2, jedná se o znečištění RNA. 
Tabulka č. 4 Spektrofotometrické měření koncentrace pDNA 
Vzorek Koncentrace [ng/µl] Průměr [ng/µl] 
pDNA 2245 2113 2088  2149 
 
Tabulka č. 5 Spektrofotometrické měření čistoty pDNA 
Vzorek A260 / A280 < 1,8 > 2 
pDNA 1,99 2,08 2,05 - + 
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5.5 Purifikace pDNA kapalinovou chromatografií kolonou Biospher 
Jako mobilní fáze byl použit pufr 20mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,8. Průtok mobilní 
fáze byl 2 ml/min Obrázky č. 9 – 11 a 4 ml/min Obrázky č. 12 – 14. Nastřikováno bylo vždy 
10 µl vzorku. 
 
Obrázek č. 9 Chromatogram separace pDNA na koloně Biospher, průtok mobilní fáze:  
2 ml/min 
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Obrázek č. 10 Chromatogram separace pDNA ošetřené volnou RNázou A na koloně Biospher, 
průtok mobilní fáze: 2 ml/min 
 
 
Obrázek č. 11 Chromatogram separace pDNA ošetřené imobilizovanou RNázou A na koloně 
Biospher, průtok mobilní fáze: 2 ml/min 
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Obrázek č. 12 Chromatogram separace pDNA na koloně Biospher, průtok mobilní fáze:  
4 ml/min 
 
 
Obrázek č. 13 Chromatogram separace pDNA ošetřené imobilizovanou RNázou A na koloně biospher, 
průtok mobilní fáze: 4 ml/min 
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Obrázek č. 14 Chromatogram separace pDNA ošetřené volnou RNázou A na koloně Biospher, průtok 
mobilní fáze: 4 ml/min 
5.6 Purifikace pDNA kapalinovou chromatografií kolonou Tessek 
Separace vzorku pDNA na koloně Tessek probíhala stejnou mobilní fází jako separace na 
koloně Biospher. Průtok mobilní fáze byl nastaven na 2 ml/min, chromatogramy jsou na 
Obrázcích 15 – 16. 
 
Obrázek č. 15 Chromatogram separace pDNA na koloně Tessek, průtok mobilní fáze: 
2 ml/min  
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Obrázek č. 16 Chromatogram separace pDNA ošetřené imobilizovanou RNázou A na koloně 
Tessek, průtok mobilní fáze: 2ml/min
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6 DISKUZE 
6.1 Ověření přítomnosti plazmidu v buňkách 
Po 24 hodinové kultivaci obou kultur E. coli JM 109 a E. coli JM 109 pUC 19 byla 
potvrzena přítomnost plazmidu v kultuře E. coli JM 109 (pUC 19) v tekutém LB médiu 
s ampicilinem vzniknutím zákalu. Naopak kultura E.coli JM 109 bez obsahu plazmidu, nemá 
rezistenci vůči antibiotiku a v přítomnosti ampicilinu neroste, proto se žádný zákal neobjevil. 
V tekutém LB médiu bez ampicilinu se zákal objevil u obou kultur. Na pevém médiu 
s ampicilinem vyrostla jen kultura E. coli JM 109 (pUC19), čímž se potvrdilo, že kultura 
obsahuje plazmid s rezistencí k ampicilinu. 
6.2 Purifikace pDNA gelovou elektroforézou a kapalinovou chromatografií 
Z kultury E. coli JM 109 (pUC 19) byla alkalickou lyzí izolována pDNA. UV 
spektrometrií byla stanovena koncentrace pDNA a z poměru A260nm / A280nm její čistota.  Když je 
poměr A260nm / A280nm  < 1,8, jedná se o znečištění proteiny, když je poměr A260nm / A280 nm > 2, 
jedná se o znečištění RNA. Izolovaná pDNA nebyla znečištěna proteiny, ale obsahovala větší 
množství RNA. 
Pomocí elektroforézy na agaróze  byly na gelu detegovány dvě formy plazmidové DNA a 
RNA. Po ošetření vzorků volnou i imobilizovanou RNázou A došlo ke štěpení RNA na kratší 
fragmenty, které nebyly na gelu detegovány. To je způsobeno tím, že ethidium bromid se  
interkaluje mezi dva řetězce nukleové kyseliny. Protože RNA je jednořetězcová molekula, 
barvivo se interkaluje  (vmezeřuje mezi ploché páry bází) pouze do vlásenek, které tvoří 
pouze část molekuly.  Po štěpení RNA na kratší fragmenty tyto strukturní formy zmizí a 
barvivo již se nemůže interkalovat. Po separaci na chromatografických kolonách v případě 
vzorku neošetřeného RNázou A byl detegován jeden pík. Plazmidová DNA eluovala společně 
s RNA v mrtvém objemu kolony (t. j. v retenčním objemu analytu, který není v koloně 
zadržován). Po štěpení RNA volnou i imobilizovanou RNázou A byl opět detegován jeden 
pík (v mrtvém objemu kolony).  Fragmenty štěpené RNA, které by vzhledem k menší 
molekulové hmotnosti byly eluovány v delším retenčním čase, nebyly detegovány. To mohlo 
být způsobeno rozdílnou citlivostí použitých metod.  U gelové elektroforézy při použití 
ethidium bromidu jsou detegovány ng množství nukleových kyselin; u spektrofotometrické 
detekce po chromatografické separaci jsou detegována µg množství nukleových kyselin. V 
případě, že vzorek obsahoval nízkou koncentraci RNA, tak ta nebyla UV detektorem 
detegována. 
36 
 
7 ZÁVĚR 
V experimentální části byla provedena izolace plazmidové DNA a purifikace 
chromatografickými i nechromatografickými metodami. Izolace plazmidové DNA z kultury 
Escherichia coli JM 109 pUC 19 proběhla úspěšně s vysokým výtěžkem plazmidové DNA, 
která byla následně ošetřena volnou a imobilizovanou RNázou A. Při purifikaci 
nechromatografickou metodou (gelovou elektroforézou) byly na gelu detegovány dvě formy 
plazmidové DNA (kovalentně uzavřená kružnicová forma a otevřená kružnicová forma) a 
RNA, která byla detekována pouze u plazmidové DNA, která nebyla ošetřena RNázou A. Při 
purifikaci kapalinovým chromatografem byl detegován jeden pík, ve kterém eluovala 
společně plazmidová DNA a RNA, jak u kolony Tessek, tak u kolony Biospher. Purifikace  
pDNA na použitých chromatografických kolonách však vyžaduje další optimalizaci 
podmínek eluce separovaných složek (pDNA a RNA). 
Purifikace plazmidové DNA kapalinovým chromatografem přináší výhody v rychlosti a 
detekci i při nízkých koncentrací plazmidové DNA, proto je vhodné této technice věnovat 
další pozornost. 
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ZKRATKY 
DNA……………………….deoxyribonukleová kyselina 
pDNA……………………...plazmidová deoxyribonukleová kyselina 
gDNA………………………genomová deoxyribonukleová kyselina 
RNA………………………..ribonukleová kyselina 
bp…………………………..párů bází 
E. coli………………………Escherichia coli 
ccc pDNA………………….kovalntně uzavřená kružnicová plazmidová DNA  
oc pDNA…………………..kruhově otevřená plazmidová DNA 
SDS………………………...dodecylsulfát sodný 
PEG………………………...polyethylenglykol 
EDTA……………………....kyselina ethylendiamintetraoctová 
Tris-HCl………………….....pufr s obsahez Tris báze a kyseliny chlorovodíkové 
LB médium………………....Luria Bertani médium 
GLC………………………....roztok glukózy 
LYZ………………………....lyzační roztok 
TE pufr……………………...pufr s obsahem Tris báze a kyseliny borité 
TBE pufr…………………....pufr s obsahem Tris báze, kyseliny borité a EDTA 
 
